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 慢性関節リウマチ滑膜組織における ヒアルロ ン酸
 (HA) の分布と産生一ヒアルロン酸結合蛋白
 (HABP) と uridine diphosphoglucose dehydro-








              【目 的】
 ヒアルロン酸 (HA) は関節組織を構成する重要な成分の一つであるため, 慢性関節リウマチ
 (RA) のような炎症の激しい病的状態においてはその分布や産生, 分解が正常に比較して変化
 していることが推察される。 しか し, HA は種特異性のない物質であり, 抗体の作成が難しく,
 遺伝子的な検索も困難であることか ら, その分布や産生細胞にっ いては不明な点が多かった。 本
 研究では RA 患者の滑膜組織を用いて HA の分布と産生について組織化学的な方法を用いて検討
 を行った。 結果については新しい画像解析装置を用いて定量化 し, 症例間での発現の程度の比較
 を行い, 滑膜の炎症の程度との相関を検討 した。
              【方 法】
 アメ リカリウマチ学会の診断基準を満たす RA 患者 28 名より膝関節の手術時に滑膜組織を採
 取し, 新鮮凍結組織を作成 し, 4μm に薄切した切片を用いた。 対照としては変形性関節症例
 (OA) と靭帯損傷例 (control) で臨床的にも組織学的にも炎症性変化のほとんどみられない症
 例を用いた。 まず, ヒアルロ ン酸結合蛋白 (HABP) にビオチン標識したものを用いて組織化学
 染色を行い, HA の存在部位を証明した。 ここで用いた HABP はプロテオグリカン重合体分子
 内ではアグリカンのコアプロテイ ンと HA との結合部位に存在 し, HA に特異的に結合する蛋白
 である。 また, RA 症例を滑膜の炎症の程度によって, A;早期, B;中等度, C;活動期, D;
 線維化期の4っに分類して, 滑膜組織中における HA の分布部位を症例間で比較した。 陽性面積
 率については画像解析装置 image processor for analytical pathology (IPAP) を用いて定量
 化した。 また, HA 産生細胞を検討するために, HA 合成のための基質を合成する過程で出現す
 る酵素の一つであるuridine diphosphoglucose dehydrogenase (UDPGD) の活性を酵素組織化
 学的方法で同定した。 UDPGD の酵素組織化学はMehdizadeh (1991) らによる方法で行い, 酵
 素活性については陽性反応の結果, 反応産物として生じた沈澱物の量を IPAP を用いて 580nm
 の吸光度で測定した。 さらに HABP と UDPGD の二重染色も行い, 陽性反応の分布を比較した。
              【結 果】
 今回検討した症例においては HABP の反応は深部よりも滑膜表層に強く表れていた。 HABP
 の陽性反応は炎症性変化の少ない正常の滑膜では強く, 且つ びまん性で (陽性面積率 85%),
 OA 症例でも強い反応が見られた (53.6%)。 RA 症例で発症から1年未満の初期症例 (A タイ プ)
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 では, HABP の陽性反応は滑膜全体にびまん性に認められ (53.6%), Bタイ プでは滑膜の深部
 での陽性反応は減少 していた (32.4%)。 滑膜炎が活発でリンパ濾胞を有するCタイ プになると,
 陽性反応は滑膜の表層部位のみに限局するようになり (26.1%), 炎症が鎮静化し線維化に至っ
 たD タイ プで は, 陽性部位は著 しく 減少 し, 症例によってはほとんど証明されなくなってい
 た (12.9%)。 上記より HA の分布面積は滑膜の炎症の進行にともない減少する傾向がみられた
 (A>B>C>D)。 UDPGD 酵素活性で表される HA 合成のための基質合成活性についても HA の
 分布と同様で, 滑膜表層細胞に最も陽性反応が強く, 深部では陰性であった・ 具体的には(1)
 UDPGD 陽性細胞数 (個/HPF) は, A (47.5), B (34.8), C (9), D (10), OA (36), contro1
 (40), (2) 単位面積あたりの補正吸光度については, A (2.70), B (2.088), C (1.84), D (1.598),
 OA (2.09), contro1 (2、14) であった。 (3) 単位面積当たりの総吸光度については, A (6725.6),
 B (5385.62), C (3315.2), D (256L75), OA (3779.8), contro1 (4196) であり, いずれも RA
 初期で高く, 中期, 活動期, 線維化期になるにつれて減少する傾向がみられた。 二重染色におい
 ては HABP で表される HA の分布と UDPGD 酵素活性で表される HA 合成のための基質合成活




               【考 察】
 これまでの報告では RA の滑膜組織での HA の合成は亢進 していると言われてきたが, 今回の
 結果からはむしろ減少 していく傾向が確認された。 RA 滑膜組織における HA 分布の減少の原因
 については① 産生そのものの減少, ② 分解の亢進による減少が考えられる。 ①については
 UDPGD 活性を検討した結果, 酵素活性は低下しており, RA の滑膜組織での HA 分布の減少は
 合成活性の低下を反映 していることが示唆された。 ②については HA の特異的分解酵素 は発見さ
 れていないが, フリーラジカルな どの非特異的な因子の関与が知られており, 今後の検討課題で
 ある。 また, 滑膜組織においては滑膜B細胞がHA を産生する責任細胞と言われているが, 今
 回の結果では RA で滑膜細胞の増殖が高度であるにもかかわらず HA 合成活性を示す細胞数は少
 なく, 細胞当たりの酵素活性も減少 していた。 このことから, RA において増殖している滑膜細
 胞はその性質が滑膜B細胞か ら変化 している可能性が示唆された。
               【結 論】




 ヒアルロン酸 (HA) は関節組織を構成する重要な成分の一つであるため, 慢性関節リウマチ
 (RA) の炎症の激しい病的状態においてはその分布や産生, 分解が正常に比較 して変化してい
 ることが推察される。 しか し, HA は種特異性のない物質であり, 抗体の作成が難しく, 遺伝子
 的な検索も困難であることから, その分布や産生細胞については不明な点が多かった。 本論文で
 は, その点を明らかにすることを目的に RA 患者の滑膜組織を用いて, HA の分布と産生につい
 て組織化学的な方法によって検討を行った。
 アメリカリウマチ学会の診断基準を満たす RA 患者 28 名より, 膝関節の手術時に滑膜組織を
 採取し, 検索した。 対照としては変形性関節症例 (OA) と靭帯損傷例 (contro1) で, 臨床的に
 も組織学的にも炎症性変化のほとん どみられない症例を用いた・ HA の存在部位は, ヒアルロン
 酸結合蛋白 (HABP) にビオチン標識したものを用いて組織化学染色を行い, また, HA 産生細
 胞を検討するために, HA 合成のための基質を合成する過程で出現する酵素の一つである
 uridine diphosphoglucose dehydrogenase (UDPGD) の活性を酵素組織化学的方法で同定した。
 UDPGD の酵素組織化学は Mehdizadeh (1991) らによる方法で行い, 酵素活性については, 陽
 性反応の結果に, 反応産物と して生じた沈殿物の量を画像解析装置 (IPAP) を用いて 580nm の
 吸光度で測定 した。
 これまでの報告では, RA の滑膜組織での HA の合成は亢進していると言われてきたが, 今回
 の研究結果からはむしろ減少 していく傾向が確認された。 RA 滑膜組織における HA 分布の減少
 の原因について は① 産生そのものの減少, ② 分解の亢進による減少が考えられた。 ①について
 はUDPGD 活性を検討した結果, 酵素活性は低下しており, RA の滑膜組織での HA 分布の減
 少は合成活性の低下を反映していることが示唆された。 ②については HA の特異的分解酵素は
 発見されていないが, フリーラ ジカルな どの非特異的な因子の関与が知られており, 今後の検討
 課題である。 また, 滑膜組織においては滑膜B細胞が HA を産生する責任細胞と言われている
 が, 今回の結果では RA で滑膜細胞の増殖が高度であるにもかかわらず HA 合成活性を示す細
 胞数は少なく, 細胞当たりの酵素活性も減少していた。 このことから, RA において増殖してい
 る滑膜細胞はその性質が滑膜 B細胞から変化 している可能性が示唆された。
 以上の研究結果から, RA における関節組織破壊機序の一端が明らかとなった。 本論文は, 臨
 床医学へ貢献すること大であり, オリジナリティの高いものであって, 十分に学位論文に値する
 ものと判断された。
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